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(57) Abstract: The invcnUon concerns a microrcactor comprising an intake or feeding channel, an intake or reeding channel by a 
fluid stream, a reaction zone (2). an outlet zone (3) and an outlet or discharge channel, said zones ( 1 , 2, 3) and channels (46 48) being 
in fluid communication and at least one compound such as an enzyme capable of producing a biological or biochemical reaction 
with at least said one constituent of said fluid stream being fixed on the surfaces of said intake zones (1), reaction zone (2), and outlet 
zone 



O I M'^acteur comprenant un canal d'enlreeou d'alimentation. une zone d'entree ( 1) ou d'alimentation par un courant 

n Ss^f* . . rSaC,, ° n f 2), .° ne * S0,tie (3) « un canal de ou d'evacuaUon, lesdites zones (1, 2, 3) et canaux 
O (46 48) se trouvant en communication fluidique et au moins un compose telle qu'une enzyme susceptible de predate une reaction 
f£ biologtque ou btochiraique avec au moins un constituent dudit courant de fluide etant fixe sur les surfaces desdites zones d'entree 
^ (1), zone de reaction (2), et zone de sortie (3). 
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MICRQREACTEUR , SON PROCEDB DE PREPARATION/ 
ET PROggDg POUR REALISER UNE REACTION BIOCHIMIQUE 

OU BIOLOQIQUE 

5 DESCRIPTION 

La pr^sente invention a trait k un 
microrSacteur . 

L' invention concerne £galement un procSdfi 
10 pour preparer, fabriquer un tel microrSacteur . 

L' invention est enfin relative k un proc6d£ 
pour r€aliser une reaction biochimique ou biologique 
qui met en oeuvre ledit microrSacteur . 

Le domaine de 1' invention peut Stre d€£ini 
IS corame celui des systSmes miniaturises ou microsystfimes 
qui sont utilises essentiellement pour 1' analyse 
chimique et la synthase. 

Les domaines de predilection des 
microrSacteurs chimiques sont les reactions en phase 
20 liquide et gazeuse incluant la catalyse homogfine et 
h6t6rogSne, l'oxydation catalytique, la synthase 
h€t£rocyclique et les reactions photochimiques . 

En particulier, ces proc6d6s ont montrS 
l'intfirSt qu'il yak utiliser la technologie des 
25 micror£acteurs pour la chimie en solution et les 
bioapplications biologiques. 

Des exemples de microsystdmes d' analyse ou de 
micror6acteurs de synthase sont plus pr£cisgment 
d6crits dans les documents [1] h [9] . 
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En particulier, le document [3] concerne la 
fabrication de nanocolonnes pour la chromatographic 
liguide par des techniques de microusinage , 

Les microcolonnes comportent des 

5 « monolithes », de preference hexagonaux supportant la 
phase stationnaire, et sont pourvues de canaux d' entree 
et de sortie prSsentant une architecture particulidre 
avec un r€seau de canaux qui fait que le courant de 
liquide penetrant dans la colonne est partag6 en deux, 
10 de maniSre r#p6tSe avant qu'il n'atteigne la tSte de la 
colonne . 

Le nombre total de canaux (C) de la colonne 
chromatographique, proprement dite, qui peut Stre 
aliments est, par exemple, de C = 2 n , oil n est le 
15 nombre de fois oil le courant liquide est partag£. 

La phase stationnaire est constitute de 
poly(sulfate de styrdne) Slectrostatiquement 1x6. 

Le poly(styrSne sulfate) est absorb^ a partir 
d'une solution sur la surface des canaux apr&s 
20 silylation des parois des canaux, en utilisant du 
(gamma-aminopropyl) -trim^thoxysilane . 

A 1'instar du document [3], le brevet 
US-A-6 156 273 d€crit une colonne de separation par 
chromatographie , €lectrochromatographie et 

25 SlectrophorSse, qui coraporte de multiple structures 
supports monolithiquee voisines, qui dfifinissent des 
canaux interconnects . 

Les surfaces des monolithes peuvent St re 
trait^es pour fournir des interactions entre ces 
30 surfaces et un Schantillon qui traverse la colonne de 
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separation, afin d'effectuer tine separation des 
constituants de 1'gchantillon. 

Parmi les revStements dont peuvent Stre 
pourvus les tnonolithes, on peut citer, par exemple, les 
5 revStements d'anticorps, les revStements cationiques ou 
anioniques, les chfilatants, les revStements organiques, 
tels que les sucres complexes et l'h6parine, les gels 
et les revStements en phase inverse, tels que le C18. 

Dans ce document, il ne se produit aucune 
10 reaction dans la colonne, et aucun nouveau produit 
provenaht de la reaction du revStement se trouvant sur 
les surfaces des tnonolithes avec les constituants de 
1' Schantillon traits n'est g6n€r€. 

On est en presence dans ce document d'un 
15 simple processus chromatographique courant avec 
retention plus ou moins import ante des divers 
constituants de 1' 6chantillon traversant la colonne en 
fonction de leur affinity pour le revStement. 

Dans le document [9], 1' enzyme et le produit 
20 a traiter, a digfirer rSagissant en phase liquide, en 
solution, dans la masse du fluide, les inconvSnients 
d'une telle manidre d'opfirer (par rapport a 
1' invention, o\l 1' enzyme est fixSe sur la paroi) sont 
les suivants : reactions parasites comme, par exemple, 
25 1'autolyse dans le cas d'une enzyme de digestion et, 
par voie de consequence, la limitation des 
concentrations . 

Le taux de digestion peut 6tre optimist en 
confinant les reactions de digestion dans des volumes 
30 plus petits. Les volumes disponibles dans des 
dispositifs intfigrSs sur puces permettent d'utiliser 
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des quantit#s trSs faibles d' Schantillons et ceci dans 
des zones de reaction trSs petites, afin d'augmenter 
les taux de digestion, II a 6t& r^cemment montrg qu'il 
§tait possible de digSrer des prolines & l'int6rieur 
5 de puits rfialisSs dans des microdispositif s. Comnie on 
l'a d6ja vu, la digestion 6tant realis6e en solution 
conduit k une autodigestion des prolines qui peuvent 
interf6rer avec une analyse par spectrom^trie de masse. 
Ce phfinomSne est d'autant plus important, lorsqu'on 
10 desire amiliorer la vitesse de digestion ien augmentant 
les concentrations en espdces protfiolytiques. 

L' utilisation de billes fonctionnalis^es 
permet de rSduire considfirablement cette autolyse, 
augmente Sgalement la stability de 1' enzyme, et fournit 
15 des vitesses de digestion plus 61ev6es, puisque la 
quantity d' enzyme de digestion peut -Stre 
considSrableraent augment 6e • 

Cependant, 1' operation de remplissage des 
microcanaux, a l'aide de billes fonctionnalis^es, 
20 demeure une operation delicate et peu fiable. 

II ressort de ce qui pr^cSde qu'il existe un 
besoin pour un micror^acteur qui permette de rfialiser 
des reactions chimiques et/ou biologiques avec un 
rendement trSs 61ev6, avec une quantity de r^actif, tel 
25 qu'une enzyme, faible et & une vitesse figalement 
61ev6e ♦ 

Par exemple, dans le cas de la digestion 
enzymatique, il existe un besoin pour un microrSacteur 
qui, tout en limitant les probl£raes d' autolyse, 
30 fournisse des vitesses 61ev6es et soit d'une mise en 
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ceuvre fiable, facile, au contraire des raicrorgacteurs 
utilieant des billes fonctionnalisfies . 

Le but de la prgsente invention est done de 
fournir un microrgacteur qui rgponde, entre autres, 4 
5 ces besoins. 

Le but de la prgsente invention est encore de 
fournir un microrgacteur qui ne prgsente pas les 
inconvgnients, limitations, dgfauts et dgsavantages des 
microrgacteurs de l'art antgrieur. 
10 Ce but et d' autres encore sont atteints, 

conformgment k 1' invention par un microrgacteur 
comprenant un canal d' entrge ou d' alimentation, une 
zone d' entrge ou d' alimentation par un courant de 
fluide, une zone active comprenant des moyens lui 
15 conf grant un rapport surface sur volume glevg, une zone 
de sortie et un canal de sortie ou d' Evacuation, 
lesdites zones et canaux se trouvent en communication 
fluidique, caractgrisg en ce que la zone active est une 
zone de reaction comportant au moins un composg 
20 susceptible de produire une reaction biologique ou 
biochimique avec au moins un constituant dudit courant 
de fluide, ledit compost gtant fixg sur les surfaces de 
ladite zone de reaction. 

De manidre avantageuse dans le microrgacteur 
25 selon 1' invention : 

- ladite zone d' entrge comprend des moyens 
pour communiquer audit courant de fluide 
une vitesse d'gcoulemerit constante, pour 
rgpartir de maniSre homogSne le courant de 
30 fluide sur toute la section de ladite zone 

de reaction et pour augmenter le rapport 
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surface/volume au fur et k mesure de la 
progression du courant de fluide vers la 
zone active qui est une zone de reaction ; 

- ledit au moins un compost susceptible de 
5 produire une reaction biologique ou 

biochimigue avec au moins un constituant 
dudit courant de fluide est fixfi sur les 
surfaces desdites zones d' entree, zone 
active qui est une zone de reaction, et 
10 zone de sortie ; 

- ladite zone de sortie comprend des moyens 
pour rassembler le courant de fluide issu 
de la zone active qui est une zone de 
reaction comprenant les produits issus de 

15 ladite reaction biologique ou biochimique, 

et pour rSduire le rapport surface sur 
volume au fur et a mesure de la progression 
du courant de fluide depuis la zone active 
qui est une zone de rfiaction vers ledit 
20 canal de sortie et pour fivacuer ledit 

courant de fluide. 
II est clair que le courant de fluide lors de 
son 6coulement dans le dispositif de 1' invention 
rencontre success ivement la zone d' entrSe, puis la zone 
25 active (zone de reaction) et enfin la zone de sortie, 
puis le canal de sortie, 

Le microrSacteur, selon 1' invention, se 
distingue, tout d'abord, f ondamentalement du dispositif 
dScrit, par exetaple, dans le brevet US-A-6 156 273, qui 
30 est, f ondamentalement, un dispositif de separation 
obSissant aux r&gles classiques de la chroma tographie 
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et non un dispositif visant a realiser une reaction, 
c'eet-a-dire un r6acteur. 

Dans ce document US -A- 6 156 273, des composes 
sont fixes aux parois du dispositif, mais ils ont pour 
but de retenir plus ou moins les divers constituants de 
l'Schantillon liquide qui traverse le dispositif. 

On est en presence d'uri phenomene de 
retention typique en chromatographie, qui a pour but de 
prolonger plus ou moins longtemps le s6jour des 
constituants du liquide traits dans la colonne, afin 
d'en assurer la sortie echelonnee et done la 
separation. 

Les constituants du liquide traite ne 
subissent aucune transformation dans la colonne et 

15 aucun nouveau produit n'est genere a l'interieur de la 
colonne. En fait, dans le dispositif de l'art anterieur 
la zone qui peut Stre definie comme une zone active 
permet de faire de la chromatographie, sans reaction, 
alors que dans le dispositif selon 1' invention la zone 

20 active est une zone de reaction car il s'y trouvent 
fixes des composes susceptibles de produire une 
reaction. 

Au contraire, 1' invention a trait non a un 
dispositif de separation, mais a un reacteur, ce qui 
25 signifie que les composes fixes sur les surfaces des 
diverses zones du dispositif, a savoir .• du 
microreacteur, selon 1' invention, produisent une 
reaction biologique ou biochimique avec au moins un 
const ituant du courant de fluide, que ce const ituant 
est transform^ et que des produit s nouveaux sont cr66s, 
puis recueillis. 



30 



WO 03/097229 



PCT/FR03/01492 



En d'autres termes, dans le r6acteur, selon 
1' invention, un 6chantillon qui circule dans le 
r^acteiir va, selon 1' invention, interagir avec les 
compos6s susceptibles de r£agir, fix6s sur les surfaces 
5 du r^acteur et ainsi cr6er des produits issus de cette 
reaction, au contraire, de nouveau du dispositif selon 
le document US-A-6 156 273, oil les composes, le 
revStement fix6s aux parois favorisent simplement 
1 ' accrochage plus ou moins prolong^ des constituants de 
10 l'Schantillon, mais ne g€n&rent pas de nouveaux 
produits . 

Le dispositif, selon l f invention, est 
ggalement fondamentalement different des dispositifs 
dScrits notamment dans le document [9] , dans lesquels 

15 la reaction entre le compost, susceptible de produire 
une reaction biologique ou biochimique, et au moins un 
constituant du courant de fluide, se produit en phase 
liquide, en solution, ledit composS n'6tant absolument 
pas immobilise, fixfi aux surfaces du dispositif, comme 

20 dans le microrSacteur, selon 1' invention. 

Grace Sl cette caractiristique essentielle du 
micror§acteur, selon 1' invention, les concentrations 
des esp&ces immobilisSes sur la surface peuvent Stre 
augmentSes largement sans apparition des reactions 

25 parasites, comme, par exemple, l'autolyse dans le cas 
d'une enzyme de digestion. 

Enfin, par rapport aux microrSacteurs 
comprenant un garnissage de microbilles, le 
microrSacteur , selon 1 9 invention, a 1 ' avantage d' Stre 

30 plus fiable, plus simple a preparer, et d' avoir, de 
m§me, un fonctionnement fiable et simple. 
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Le dispositif, selon 1' invention, est 
qualifie de microreacteur, cette denomination est 
couramment utilises dans ce domaine de la technique et 
est parfaitement claire pour l'homme du metier. 
5 Toutefois, il pourrait Stre utile de preciser que la 
plus grande dimension du microreacteur, selon 
1' invention, qui est, par exemple, sa longueur ou 
hauteur, est generalement de 10 mm a 30 mm. 

Bien entendu, . des dimensions differentes 
10 peuvent etre exigees par les applications et/ou la 
nature des produits utilises. 

Le compose, susceptible de produire une 
reaction biologique ou blochimique, peut Stre tout 
compose repondant a une telle definition, mais il est 
15 generalement choisi parmi les enzymes. 

En d'autres termes, il peut s'agir de tout 
compos6 susceptible d'interagir avec un constituent, ou 
molecule cible, present dans le courant de fluide qui 
traverse le microreacteur, et de transformer ledit 
20 constituant par une reaction de biologie moleculaire 
pour obtenir, a partir de ce constituant, un nouveau 
produit. II peut s'agir par exemple d'une interaction 
et reaction de type enzyme/ subs t rat, ou ledit compose 
est un enzyme et ledit constituant un substrat dudit 
25 enzyme. 

L'homme du metier trouvera de nombreuses autres 
applications evidentes de la presente invention a 
partir de cette definition. 

Selon 1' invention, lorsque ce compose est une 
30 enzyme, il peut Stre choisi dans la classe des 
oxydoreductases, la classe des transferases, la clasee 
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des hydrolases , la classe des lyases , la classe des 
isomgrases, ou la classe des ligases ou synthetases. 

II peut s'agir par exemple d'une enzyme & 
activity lytique, telle qu'une protease, une nuclease, 
5 une lipase, une glycolase, une kinase, etc. ; d'une 
enzyme presentant une activity de modification ou 
d # action sur des acides nuclSiques, telle que l'ADN ou 
l'ARN polymerase, la primase, l'ADN ligase, une 
nuclease, une transcriptase reverse, une kinase, une 
10 phosphatase, une phosphorylase, une endonuciease de 
restriction, une topo-isom6rase, une transferase, etc. 

Parmi les proteases, on peut citer par exemple 
les endopeptidases telles que la pepsine, la trypsine, 
la chymotrypsine, les cathepsines A, B et C ; et les 
15 exopeptidases telles que les carbopeptidases, les 
aminopeptidases, et les dipeptidases . 

De preference, 1' enzyme est la trypsine et le 
substrat un peptide ou une proteine. 

Selon la presente invention, lorsque le 
20 compose qui est susceptible d'interagir avec le 
const ituant du fluide est une enzyme, le micro- react eur 
peut fitre appeie microreacteur £ enzymes. Par exemple 
dans le cas otl 1' enzyme est la trypsine, il peut Stre 
appeie microreacteur trypsique ; ou encore, par exemple 
25 dans le cas od 1' enzyme est une polymerase, 
microreacteur k polymerases. 

Le compose susceptible de produire une 
reaction biologique ou biochimlque est fixe auxdites 
surfaces, par exemple, par couplage par covalence, par 
30 des interactions mettant en jeu des ligands, ou par 
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toute autre methods permettant d' immobiliser ce compose 
sur la surface. 

Le microreacteur, selon 1' invention, peut 
avoir une forme quelconque, mais il presente 
avantageusement une forme sensiblement allongfie, les 
trois zones decrites plus haut etant definies sur un 
substrat sensiblement plan, le courant de fluide 
s'ecoulant sensiblement selon l'axe longitudinal dudit 
r6acteur. 

Avantageusement, les moyens de la zone de 
reaction, qui lui conferent un rapport surface sur 
volume Sieve, sont const itues par des plots - ou 
monolithes, tels qu'ils sont designes dans l'art 
anterieur - comportant une base sur ledit support 
15 reliee a un sommet par une parol sensiblement 
perpendiculaire au plan dudit substrat, lesdits plots 
etant regulierement espaces selon un reseau 
bidimensionnel et definissant entre leurs parois des 
canaux relies entre eux et sensiblement paralleles a 
l'axe longitudinal du microreacteur et axe d'ecoulement 
du courant de fluide. 

Lesdits plots peuvent avoir une forme 
quelconque, mais, de maniere avantageuse, leurs bases 
et leurs sommet s auront une forme choisie parmi les 
25 disques, ellipses, et polygones, de preference 
reguliers, tels que carres, losanges, hexagones, etc.. 

La forme preferee pour la base des plots ou 
monolithes est celle d'un hexagone regulier ou bien 
celle d'un carre. 

30 La taille de ces plots est celle, par 

exemple, de leur base et/ou sommet, par exemple, en 



20 



WO 03/097229 



PCT/FR03/01492 



12 



10 



forme de carre ou d'hexagone regulier et elle est 
definie par le fait que cette base ou sommet, de 
preference, en forme de carrg ou d'hexagone regulier, 
peut s'inscrire dans un cercle d'un rayon de 1 a 20 um, 
de preference de 2 a 10 um, par exemple de 5 urn. 

Bien eritendu, des dimensions differentes 
peuvent 6tre exigees par les applications et/ou la 
nature des produits utilises. 

Avantageusement, lesdits plots sont dispos6s 
en rangees dont l'axe est sensiblement perpendiculaire 
a l'axe longitudinal du microreacteur ou axe 
d'ecoulement du courant de fluide, les plots 
appartenant a deux rangees successives etant disposes 
en quinconce, c'est-a-dire directement decales. 
15 Avantageusement, l'espacement entre les axes 

de deux rangees successives est generalement de. 10 a 
30 um, par exemple 12 um et d'espacement entre les 
centres des bases de deux plots dans une mgme rangee 
est de 10 a 30 um, par exemple de 14 um. 
20 Bien entendu, des dimensions differentes 

peuvent Stre exigees par les applications et/ou la 
nature des produits utilises. 

Avantageusement, les raoyens de la zone 
d' entree, dgfinis plus haut, pour communiquer au 
25 courant de fluide une vitesse d'ecoulement constante, 
pour repartir de maniere homogene le courant de fluide 
sur toute la section de la zone de reaction et pour 
augmenter le rapport surface sur volume au fur et a 
mesure de la progression du courant de fluide vers la 
zone de reaction, sont constitute par des deflecteurs 
comportant une base sur le support reliee a un sommet 



30 



WO 03/097229 



PCT/FR03/01492 



par une paroi sensiblement perpendiculaire au plan 
dudit eubetrat, lesdits deflecteurs divieant le canal 
d' entree en C canaux, cette division etant r6p6t§e n 
fois, de sorte que le nombre de canaux k 1' entree de la 
5 zone de reaction est 6gal k C*, n et C etant dee 
nombres entiers, et la section totale des canaux k 
chaque division etant constante et £gale k la section 
du canal d' entree. 

De preference, C - 2 ou 3, de preference 
10 encore C « 2 et n est un entier de 2 k 10. Le nombre n 
n'a pour limite que la dimension choisie du 
microrfiac teur . 

Avantageusement, les moyens de la zone de 
sortie pour rassembler le courant de fluide issu de la 
15 zone de reaction et pour reduire le rapport surface sur 
volume au fur et k mesure de la progression du courant 
de fluide depuis la zone de reaction vers ledit canal 
de sortie - lesdits moyens etant identiques aux moyens 
pr£vus dans la zone d' entree - sont constituSs par des 
20 deflecteurs comportant une base sur le support reli6e k 
un sommet par tine paroi sensiblement perpendiculaire au 
plan dudit substrat, lesdits deflecteurs rasserablant 
les canaux de la zone de reaction en divisant leur 
nombre par S, cette division etant r£p£tge m fois pour 
25 former un seul canal ou canal de sortie. S et m sont 
des entiers, de preference, S « 2 ou 3, de preference 
encore S = 2 et m est un entier de 2 a 10. Le nombre m 
a les m§mes limites que le nombre n. 

Avantageusement, le microreacteur comprend, 
30 en outre, un capot ou couvercle recouvrant lesdites 
zones et lesdits canaux d' entree et de sortie. 
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Le capot ou couvercle est eventuellement 
pourvu d' orifices d' entree et/ou de sortie. 

L' invention concerne, en outre, un ensemble 
de microreacteurs, tels que dScrits plus haut, formes 
5 sur un substrat et comprenant de 2 k 50 microreacteurs 
ou plus selon 1 ' encotnbretnent de chacun de ces 
microreacteurs . 

De preference, les microreacteurs dudit 
ensemble different les uns des autres par la forme des 
10 plots et/ou la taille des plots et/ou leur repartition 
(par exemple, ecartement des plots et des rangfies) 
et/ou leur longueur, 

L' invention concerne Sgalement un systdme 
formi sur un substrat et comprenant au moins un 
15 microreacteur, tel que defini plus haut, un reservoir 
d' alimentation en fluide, relie audit canal d' entree ou 
d' alimentation et un reservoir de sortie de fluide 
relie audit canal de sortie. 

Selon une forme de realisation, le reservoir 
20 d' alimentation en fluide est pr6vu sur le substrat sur 
lequel est forme le microreacteur, par exemple, grave 
dans le substrat, et le canal d' entree est egalement 
pr6vu sur le substrat, par exemple, grave dans le 
substrat . 

25 Selon une autre forme de realisation, le 

reservoir d' alimentation en fluide est place & 
l'exterieur du substrat sur lequel est forme le 
microreacteur et le canal d' entree - qui relie le 
reservoir au microreacteur - se presente sous la forme 

30 d'un tube capillaire. 
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Lea mimes agencements peuvent Stre prSvus 
pour le reservoir de sortie de fluide. 

Avantageusement, le micror§acteur, le systdme 
ou 1' ensemble, dScrits plus haut, peuvent §tre relics & 
5 un dispositif d' analyse, tel qu'un spectrom&tre de 
masse, de preference par 1 ' intermgdiaire d'un 
capillaire conduisant k un « electrospray », ou a un 
dispositif d' elect rophordse capillaire. 

L' invention concerne egalement un procede de 
10 preparation d'un microreacteur, tel que dgcrit plus 
haut, ledit procede comprenant les Stapes successives 
suivantes : 

- gravure des trois zones du microreacteur 
et, event uellement, des canaux d' entree et 

15 de sortie, dans un substrat sensiblement 

plan ; 

- capotage, fermeture du microreacteur par un 
capot ou couvercle ; 

- fixation d'un compose susceptible de 
20 produire un rSacteur biologique ou chimique 

sur la surface de la zone de reaction et 
eventuellement sur les autres surfaces du 
microreacteur . 
De preference, la gravure est realisee par un 
25 procede de gravure sSche isotrope ou anisotrope. 

Avantageusement, le substrat est en un 
materiau choisi parrai la silice, le silicium oxyde, le 
silicium, les polymdres, matiSres plastiques, et 
resines, tels que les silicones, les resines epoxy et 
3 0 eiastomdres . 
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Avantageueement, ladite fixation est r6alis€e 
par tin couplage par covalence ou par des interactions 
mettant en jeu des ligands. 

Si le substrat est en silice ou silicium 
5 oxyd6 et le compost k fixer est une enzyme, alors la 
fixation est rSalisSe par la suite d' Stapes suivantes : 

- rehydratation en milieu basique pour 
obtenir des sites silanols ; 

- silanisation du substrat avec un silane 
10 SpoxydS rfiactif, tel que le 

5, 6-6poxyhexyltri6thoxysilane ; 

- hydrolyse de l'Spoxyde pour donner un 
diol ; 

- oxydation du diol en aldShyde ; 

15 - immobilisation de 1' enzyme, telle que la 

trypsine par reaction des fonctions amines 
de la lysine avec les aldehydes ; 

- Sventuellement, reaction des liaisons 
imines ainsi formSes avec un rSducteur. 

20 L' invention concerne enfin un proc6d£ pour 

rSaliser une reaction biochimiqUe ou biologique, dans 
lequel on fait circuler un courant de fluide dans le 
micror^acteur, tel que dScrit plus haut, afin que au 
raoins un constituant dudit courant de fluide r€agisse 

25 avec le compose susceptible de produire une reaction 
biologique ou biochimique, et on recueilie a la sortie 
du microrfiacteur un courant de fluide comprenant 
le(les) produit(s) de ladite reaction. 

De preference, ladite reaction est une 

30 reaction de type enzyme /substrat, ledit compost 
susceptible de produire une reaction biologique ou 
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biochimique est une enzyme, ledit const ituant dudit 
courant de fluide est un substrat de 1' enzyme et 
le(les) produit(s) de la reaction sont le(les) 
produit(s) issu(s) de la reaction dudit enzyme avec 
5 ledit substrat. 

L ' enzyme peut Stre choisi parmi tous les 
enzymes, tels qu'ils ont ete definis ci-dessus. 

De preference, ladite reaction est une 
reaction de digestion enzymatique par tune protease, 
10 ledit composS susceptible de produire vine reaction 
biologique ou biochimique est une protease, lesdits 
constituants du courant de fluide sont des peptides ou 
des proteines et les produits de la reaction sont des 
segments peptidiques. 
15 De preference encore, 1* enzyme est la 

trypsine. 

L' invention va maintenant Stre decrite de 
maniSre detailiee dans la description qui va suivre, 
donnee & titre illustratif et non limitatif, en 
20 reference aux> dessins joints, dans lesquels : 

- la figure 1 est une vue laterale en coupe 
representant un schema general d'un 
microreacteur, selon 1' invention ; 

- la figure 2 est un graphique qui donne le 
25 rapport surface/volume (S/V) (en unites 

arbitraires) pour chaque etage (E) de 
1' entree d'un microreacteur, selon 
1' invention ; 

- 1 a figure 3 est une vue de dessus de 
30 1' entree et de la sortie d'un 
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microrfiacteur, selon 1' invention, r6alis6 
sur un subetrat plan ; 

- la figure 4 est une vue de dessus 
reprfisentant des details de l'entr6e (et de 

5 la sortie) et du bord d'un microrgacteur, 

selon 1' invention, et montrant la 
disposition et les dessins de plots d'un 
microrfiacteur, selon 1' invention, ces plots 
ayant une base et un , sommet en forme 
10 d'hexagone rggulier ; 

- les figures 5A a 5P montrent la fabrication 
d'un microrfiacteur, selon 1' invention, dans 
un substrat en silicium, mettant 
essentiellement en oeuvre un procfidS de 

15 photolithographic ; 

• les figures 6 et 7 sont des photographies 
r€alis6es au microscope filectronique & 
balayage d'un rfiacteur fabriquS, selon 
1' invention. Sur la figure 6, le repdre 
reprSsente 200 um ; et sur la figure 7, le 
repSre reprfisente 50 pm. 
Le microrSacteur, selon 1' invention, dont le 
schfima gSnSral est illustrS sur la figure 1, comprend 
line zone d' entree (1), une zone de reaction (2) formant 
le « rSacteur », proprement dit, et, enfin, une zone de 
sortie (3) . 

Le microrSacteur, montrg de maniSre 
schfimatique sur la figure 1, a une forme allongSe : il 
s'agit de la forme prSffirSe du rSacteur avec une 
longueur, par exeinple, de 10 k 30 mm, tandis que sa 
petite dimension ou largeur ou diamdtre, est, par 



20 



25 



30 



WO 03/097229 



PCT/FR03/01492 



19 



10 



exemple, de 0,5 mm a 1 mm, ce qui justifie le terme de 
« microreacteur ». Ces dimensions sont donnees a titre 
d' exemple et peuvent Stre largement modifiees selon les 
besoins . 

II est a noter que le microreacteur, selon 
1' invention, peut avoir, par exemple, la configuration 
de la colonne du document US-A-6 156 273, cite plus 
haut, mais on rappelle qu'il s'en distingue 
fondamentalement par le fait qu'il comporte un compose 
fixS sur ses surfaces permettant une reaction, qu'ils 
s'agit done d'un reacteur et non d'un dispositif de 
separation. 

La zone d' entree (1) est generalement 
constitute d'un microcanal, suivi d'un systeme de 
15 chicanes disposees dans le sens longitudinal du 
». microreacteur. Ce systeme de chicanes ou def lecteurfs* 
permet d'imposer pour un debit fixe du courant de 
fluide en amont du microreacteur, une vitesae 
d'ecoulement constante dans tout le reseau de canaux a 
20 travers les chicanes, avant d'entrer dans le reacteur 
principal. Le reseau de canaux favorise egaleraent une 
distribution, une repartition homogene du fluide pour 
le disperser sur toute la largeur de la zone de 
reaction . 

25 Enfin, la disposition, par exemple, 

dichotomique des chicanes ou dSflecteurs, permet 
d'augmenter le rapport surface/volume au fur et a 
mesure de l'avancement du courant de fluide vers le 
coeur du microreacteur. 

La figure 2, donnee a titre d' exemple, montre 
le rapport surface sur volume (S/V) pour chaque etage 
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de 1' entree d'un microreacteur, selon 1' invention. On 
constate que plus on se rapproche du debut de la zone 
de reaction (Stage 8) , plus le rapport surface/volume 
est eieve. 

5 L' augmentation du rapport surface sur volume 

ameiiore au fur et k mesure le rendement de la reaction 
biologique ou biochimique, jusqu'3. atteindre son 
optimum dans le cceur du reacteur, c'est-&-dire dans la 
zone, dite zone de reaction. 
10 L' augmentation de surface est, de preference, 

apportee par la presence de plots sensiblement 
verticaux sur un substrat, ces plots peuvent presenter 
des geometries diverses et egalement des tailles et des 
pas divers, comme cela est decrit plus loin, en 
15 relation avec la figure 3. La longueur du microreacteur 
est egalement variable. % 

La longueur est generalement fixee, afin de 
pouvoir optimiser le rendement du reacteur, pour un 
encombreraent minimal. 
20 La zone de sortie du microreacteur (3) est, 

de preference, de forme identique a l 1 entree, cette 
partie permet, notamment, de rassembler les differents 
produits issus de la reaction biologique ayant eu lieu 
dans le microreacteur, c' est-t-dire essentiellement 
25 dans la zone de reaction (2) avant de les utiliser 
ulterieurement, par exemple, de les analyser, 

II est possible, sur un mSme substrat, par 
exemple une m§me plaquette (« wafer ») d' integrer 
plusieurs microreacteurs, c'est-a-dire de former un 
30 ensemble de microreacteurs sur le m£me substrat. 
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De prSfSrence, les microrSacteurs se trouvant 
sur tin mSme substrat seront diffSrents, les differences 
portant, par exemple, sur la gSomStrie des plots, 
permettant d'augmenter le rapport surface sur volume 
5 et/ou 1 ' Scarteraent entre plots et/ou l'Scart entre 
rangSes et/ou la longueur du rSacteur. L'entrSe du 
rSacteur est uniquement modifiSe en fonction de la 
taille des plots adoptSs. 

La figure 3 est une vue de dessus de 1' entrSe 
10 du microrSacteur, selon 1' invention, rSalisSe sur un 
substrat plan. 

Le microrSacteur est aliments par un canal 
« microcanal » (31) de largeur, par exemple, 100 urn, 
qui aboutit dans un canal ou distributeur (32) de 
15 largeur, par exemple, 400 ]m, puis, enfin, dans le 
premier Stage (33) de la zone £'entrSe proprement dite, 
qui a une largeur de, par exemple, 640 urn. 

Le canal formant le premier Stage se divise, 
une premiSre fois en deux canaux (34) et (35) dont les 
20 largeurs sont Sgales, & savoir : d 320 urn, et dont la 
somme des largeurs est Sgale & celle du canal unique 
(33). 

Au total, le canal unique du premier Stage 
est divisS six fois, chacun des canaux d'un Stage Stant 

25 divisS en deux canaux de largeur Sgale et la largeur 
totale des canaux de chaque Stage Stant constante et 
tou jours Sgale a la largeur du canal du premier Stage 
(640 jam) • Dans le dernier Stage de la zone d'entrSe, 
les canaux (36) sont au nombre de soixante-quatre et 

30 ont chacun une largeur, par exemple de 10 urn. 
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Les dimensions en microns de la zone d'entrSe 
de micror6acteur, illustrge sur la figure 1, ont 6t6 
indiqu§es dans le tableau I suivant, ces dimensions 
sont donnSes uniqueraent £ titre d'exemple : 

5 

TABLEAU I 



Dimension 


V«n 


a 


1 500 


b 


350 


c 


300 


d 


250 


e 


200 


f 


150 


g 


100 


h 


50 


i 


25 


! j 


100 


k 


400 ^ 


1 


640 


m 


320 


n 


160 


o 


80 




40 




20 


r 


10 


! s 


128 


t 


70 


u [ 


90 


V 


35 


w 


15 


X | 


8 


y 


4 


z i 


2 


aa 


1 


ab 


64 


ac 


32 


ad 


16 


ae 


8 


af | 


4 I 
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La figure 3 peut reprSsenter aussi bien 
1'entrSe que la sortie d'un microrSacteur, selon 
1' invention. II suffit pour eel a de renverser la figure 
3, le canal (31) situ6 alors en has de la figure, 
5 reprSsente le canal de sortie ou d' Evacuation. 

Sur la figure 4, on a represents les details 
de 1' entree (et de la sortie) et du bord d'un 
microrSacteur, selon 1' invention. 

On retrouve sur cette figure les canaux (36), 
10 d6ja dScrits plus haut, qui about issent dans la zone de 
reaction, proprement dite, (41) du microrgacteur, selon 
1' invention. 

Dans cette zone, sont disposes en rangfies 
parallSles (41), (42), (43), (44), etc., des plots 
15 (45), etc., l'axe de ces rangSes est perpendiculaire a 
l'axe longitudinal du raicrorSacteur et a l'axe 
d'Scoulement du courant de fluide. 

Sur la figure 4, les plots ont une base et un 
sommet en forme d'hexagone r^gulier, chacun de ces 
20 hexagones s'inscrivant dans un cercle de rayon A, qui 
est ggnSralement de 1 a 10 urn, par exemple de 5 \m (a 
titre d' exemple). 

Les plots des deux rangSes successives sont 
disposes en quinconce et forment, entre eux, des canaux 
25 paraliaies du sens d'Scoulement 46, qui se divisent en 
canaux 47, qui ensuite se rejoignent en des canaux 48 
de nouveau paraliaies au sens d'6couleraent . 

Dans une mSme rangSe, les centres des plots, 
par exemple des hexagones sont espac^s de 10 a 30 yra, 
30 par exemple, de 14 urn (B) et les axes de deux rangSes 



WO 03/097229 



PCT/FR03/01492 



euccessives sont espaces g§nSralement de 10 £ 30 iim, 
par exemple de 12 pm (C) . 

Sur la figure 4, on note que le bord de la 
zone de reaction reprend la forme extSrieure des plots 
5 dans le but de consexver une section de canal constante 
et d'Sviter la dispersion de la vitesse d'ecoulement du 
fluide entre les bords et le centre du rfiacteur. 

La zone de reaction s'^vase lentement depuis 
la zone d' entree et les canaux (36) par une partie 
10 tronconique dSfinie par les dimensions D et E, par 
exemple, D « 70 Tim et E = 10 ]im, pour aboutir dans le 
coeur ou centre de la zone de reaction limitee par des 
parois essentiellement paralldles dont 1'une (50) est 
representee sur la figure 4. 

15 La 2on e de reaction assure pratiquement toute 

la fonction biologique du microrSacteur . 

L' augmentation de surface est prScis£ment 
apporte par la presence des plots qui peuvent, outre la 
gSom§trie hexagonale representee sur la figure, 

20 presenter d'autres geometries, par exemple les plots 
peuvent Stre en forme de losange, d' ellipse, de disque, 
et avoir egalement une taille et un pas (ecart entre 
deux plots) differents, par exemple de 10 a 30 p. 

De preference, on utilise une section soit 

25 hexagonale, comme sur la figure 4, soit carree, qui 
s'inscrit dans un cercle de diam&tre variable, par 
exemple de 2 a 20 ]im, ceci afin d'obtenir tin compromis 
entre une surface maximale, definissant un reseau de 
microcanaux interconnect6s pratiquement parallSles a 

30 l'axe longitudinal du microreacteur (la presence de 
canaux perpendiculaires & l'axe longitudinal induirait 
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la stagnation de produit et diminuerait le rendement du 
micror€acteur) et de miniraieer la complexity de la 
realisation technologigue . 

Comme on l'a indiqug plus haut, la zone de 
5 sortie est generalement symStrique a la zone d' entree. 

Le microreacteur, selon 1' invention, peut 
§tre fabriquS pour tout procSde adequat, mais dans le 
cas oil il est realise sur, dans un substrat, 
essentiellement plan, le microreacteur peut §tre, par 
10 exemple, realise par gravure seche anisotrope (ou 
isotrope) dans du silicium, en utilisant, par exemple, 
un process du type DRIB 1CP (Deep Reactive Ion 
Etching/ Inductively Coupled Plasma, en anglais) . 

Les motifs - par motif, on entend les canaux 
15 d' alimentation et d' evacuation, les zones d' entree, de 
reaction, de sortie, formes, par exemple, par les 
dSflecteurs et plots - sont alors dgfinis dans le 
silicium par un masque de gravure, par exemple par une 
resine photosensible, couramment utilisee en 
20 microSlectronique, ou, par exemple, par de la silice, 
ce masque Stant d'epaisseur suffisante pour permettre 
la gravure des motifs dans le silicium, a l'epaisseur 
choisie par l'operateur, par exemple, de 50 um a 
100 um. 

25 Les motifs peuvent §tre dSfinis dans ce 

masque de gravure, par exemple, par un procSdS de 
lithographie classiquement rencontre 1 en 

microelectronique, suivi, par exemple, dans le cas de 
la silice d'une gravure ionique reactive de ce 

30 materiau. 
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Les rgacteurs peuvent aussi §tre, par 
exemple, rfialis€s par gravure sSche anisotrope dans de 
la silice, le masque de protection choisi pouvant Stre 
alors, par exemple, du silicium. Le micror^acteur peut 
5 aussi Stre rSalieS dans d'autres mat€riaux, par 
exemple, en polymSres, tels que rgsines Spoxy, 
£lastomdres, plastiques. 

L' utilisation des microtechnologies permet de 
fabriquer, & l'aide de gravure anisotrope ou isotrope 
10 des structures aux gSomfitries complexes et pr^sentant 
des rapports de surfaces sur volume trSs important, 
sans les inconv&iients des garnissages de raicrobilles. 

Le rSacteur peut ensuite Stre capotS, par 
exemple, par une plaque en PDMS (polydimfithylsiloxane) , 
15 comportant ou non des orifices d' entree et/ou de 
sortie, aprds traitement dudit capot et du rfiacteur par 
un plasma d'oxyg&ne, tel que dficrit dans la 
literature. Dans ce cas, le PDMS est connu pour avoir 
des propri6t6s d' adhesion spontanSe sur la plupart les 
20 supports solides. 

Le rgacteur peut §tre, aussi, par exemple, 
capote par scellement molSculaire d'une plaque de 
silice ou d'une plaque de verre, comportant ou pas des 
orifices d'entrSe et/ou de sortie, aprSs nettoyage et 
25 preparation chimique des deux substrats hydroxylSs . 
(substrat SiO a sur silicium/ capot verre ou silice) . La 
presence de sites silanols (SiOH) en surface attire 
spontanfiment les molecules d'eau et les deux piSces du 
microcomposant, £ savoir : capot et r€acteur, collent 
30 l'une & l'autre par 1' intermSdiaire de molecules d'eau. 
Par chauffage, une partie de 1'eau contenue entre les 
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deux surfaces est SliminSe jusqu'a l'obtention 
d' environ trois couches de molecules d'eau qui rendent 
possible 1' adhesion. 

Ou bien le microrSacteur peut §tre, par 
5 exemple, capote par scellement anodique d'une plaque de 
verre, coraportant ou pas des orifices d'entr6e et/ou de 
sortie, 

Ou bien le raicrorSacteur peut §tre, par 
exemple, capote par collage d'une plaque polym£re 
10 choisie par l'utilisateur, coraportant ou pas des 
orifices d' entree et/ou de sortie, en utilisant, par 
exemple, un procede de d6p6t de colle par sSrigraphie. 

Ce type de collage est constitue de trois 
Stapes principales : la serigraphie, qui consiste k 
15 appliquer de la colle uniquement sur certaines zones du 
substrat, le collage qui consiste a mettre en contact 
le substrat enduit localement de colle et le capot, et, 
enfin, le chauffage qui induit la polymerisation de la 
colle. La polymerisation peut s'effectuer par voie 
20 photochimique si la colle est polymfirisable sous UV. 

Enfin, le microrfiacteur peut §tre, par 
exemple, capote par scellement direct silicium/silicium 
(SDB : Silicon Direct Bonding, en anglais) a une plaque 
de silicium, coraportant ou pas des orifices d' entree 
25 et/ou de sortie. 

La fixation du constituant dote de la 
fonction biologique ou biochimique dans le 
microreacteur, qui peut Stre, par exemple, une enzyme 
de type trypsine, peut gtre realisee selon differentes 
30 tnethodes : 
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- par un couplage par covalence reliant la 
molecule H fixer d la surface du 
microrSacteur ; 

- par des interactions mettant en jeu des 
5 ligands, 

Ainsi, dans le cas d'une enzyme, telle que la 
trypsine, sa fixation sur un substrat en silice, peut 
se faire par des 6tapes successives de r^hydratation, 
silanisation, par exemple avec un silane SpoxydS 

10 rfiactif, hydrolyee, oxydation et, enfin, 

immobilisation, fixation de 1' enzyme par 
l'interm6diaire des liaisons -NH 2 , portfis par les 
groupes lysine de la trypsine. 

Le schema 1 suivant illustre les Stapes et 

15 les conditions op§ratoires qui peuvent Stre utilisSes 
pour 1' immobilisation d'une enzyme, telle que la 
trypsine. 
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A titre indicatif , de la trypsine portant une 
fonction biotine (trypsine blotinylge, type XI-B de 
SIGMA ALDRICH®) a 6t6 fixge sur des surfaces 
circulaires, de 1'ordre de 1 mm de diam&tre. 
5 AprSs une Stape de marquage avec de la 

streptavidine, portant tin fluorophore Cy 3 , et une 
excitation de 550 nm, tine image de fluorescence est 
obtenue & 580 nm, dont 1' intensity est de 225UA. Le 
rapport signal/bruit (trypsine/substrat) est compris 
» 10 entre 35 et 40. 

Pour r€aliser une reaction a l'intfirieur du 
micror€acteur, selon 1' invention, on fait passer & 
1'aide d'un dispositif ad^quat, tel qu'un 
pousse-seringue et sa seringue associfie, ou autre, le 

15 courant de liquide dont un des constituants peut r6agir 
avec le compost fix6 sur les parois du microrfiacteur. 
Le d6bi t est un dSbit , de preference , constant , 
assurant un temps de sfijour d 1'interieur du 
microrSacteur de 1 a 15 minutes, par exemple en 

20 fonction de la cinetique de la reaction dans le 
micror6acteur . Les produits de la reaction sont envoygs 
vers un dispositif d' analyse, tel qu'un spectrom&tre de 
. masse, ou vers une autre utilisation, par exemple une 
eiectrophordse capillaire. 
25 L' invention va maintenant Stre decrite, en 

reference aux exemples suivants, donnas & titre 
illustratif et non limitatif . 
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Exemples 
Exemple 1 

Cet exemple illustre la fabrication d'un 
microreacteur en silicium, en reference a la figure 5 
joint e . 

On depose sur un substrat (51) en silicium de 
quatre pouces (10, 16 cm), de type <100> et d'epaisseur 
525 um, une couche de resine photosensible 52 de type 
SHIPLEY® S 1813 par spin-coating (tournette) . 

On procede ensuite a une lithographie a 
l'aide d'un faisceau insolateur UV (53) au travers d'un 
masque (54) pourvu ou de n motifs definissant la 
15 geometrie des microreacteurs ; le temps d' insolation 
est de 10 secondes. 

Ce motif est soumis a une desoxydation des 
fonds de • motif a l'aide d'un appareil 
RIE Nextral NE 110 dans une atmosphere de CHF 3 /0 a a un 
rapport de d6bit de 50/10 seem, sous une pression de 
100 mT, avec une puissance de 10 W, pendant 1 minute. 

Ensuite, on grave les zones non protegees par 
la resine a l'aide d'un appareil de gravure profonde du 
type DRIE ICI STS MULTIPLE . 
25 L'etape suivante consiste a decouper le 

masque de resine par HNO3 fumant sans ultrasons pendant 
5 minutes. 

Les flancs de la gravure sont alors nettoyes 
par oxydation en four a tube sous oxygene pendant 50 
30 minutes a 1 000°C et d6soxydation chimique a l'aide de 
HF pendant quelques secondes. 
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On realise ensuite une oxydation gpaisse des 
motifs eur une gpaisseur de 3 yim (55) dans tin four & 
tube sous vapeur d'eau & 1 00°C pendant 18 heures et 50 
minutes . 

5 Chaque micror6acteur est ensuite dficoupg et 

s6par£ du wafer. Un capot en polydimSthylsiloxane est 
ensuite utilise pour la fermeture du microrSacteur. Le 
scellement du capot et du microrgacteur est rSalisS 
aprds traiteraent pas plasma oxyg&ne des deux surfaces & 
10 mettre en contact (appareil TEGAL, plasma 0 2 , pression 
100 mTorr, temps d' activation 30 secondes) . La 
connexion du microrSacteur avec tout dispositif de raise 
en circulation de fluide est r6alis6e via des 
capillaires ins6r£s dans les canaux d'entrSe et de 
15 sortie du micror^acteur . 

Le microrgacteur utilise dans 1'exemple de 
digestion prfisente une gSom^trie de plot hexagonale 
avec des plots de diam&tre 10 microns, s6par6s les uns 
des autres de 14 microns sur un axe perpendiculaire & 
20 la direction du flux de liquide et de 12 microns sur un 
axe paralldle au flux du liquide. La profondeur du 
microrgacteur, dfifinie comme 6tant la hauteur moyenne 
des plots est de 50 microns. 

25 Exemple 2 

Dans cet exemple, on realise la fixation, 
1' immobilisation de la trypsine sur les surfaces du 
raicroriacteur fabriquS dans 1' exemple 1 pour obtenir un 
30 microrgacteur « fonctionnalisfi », selon 1' invention. 
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Puis, on vSrifie 1' immobilisation de la 
trypsine par fluorescence. 

La trypsine utilisge est vine trypsine de type 
I, issue de pancreas de bovin, commercial is6e par la 
5 SociStS SIGMA ALORICA® (rSf. T 8003). 

Le mScanisme r6actionnel est compost de 
plusieurs Stapes, k savoir : 

- une r6hydratation en milieu basique 
permettant d'obtenir des sites silanols, 

!0 une silanisation du substrat avec le 

5 , 6-gpoxyhexyltri6thoxysilane conduisant & 
la formation de films) ; 

- une hydrolyse pour transformer la fonction 
gpoxyde en fonction diol / 

15 - une oxydation en fonction aldehyde et, 

enfin, 1' immobilisation de 1' enzyme par 
reaction des f onctions . amines portSes par 
les lysines avec les fonctions 
ald^hydiques . Les liaisons imines, ainsi 
fornixes, sont stabilises par reaction avec 
un rgducteur. Le protocole pr6cis, utilisfi 
dans cet exemple, est dgcrit ci-aprds. 



20 
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1. Rghydratation 



NaOH Brown : NaO 4,9 g ; 

EDI 14,7 ml ; 
EtOH 19,6 ml ; 
Remplissage du microrSacteur a 3 pl/m, 
30 reaction 2 heures a temperature ambiante. Vidange du 
rSacteur sous flux d' azote, puis lavage £ l'eau 
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dSsionis£e (100 jil i 3 ul/mn) . Etuve 15 minutes k 80°C. 
Riiupage au toluSne (50 |il I 3 ul/ran) . 

2. Silanisatio'n 

5 

ToluSne 10 ml ; 
DIEA 50 ill ; 

5, 6-£poxydexyltriethoxysilane 25 ]il ; 
Remplissage du micror£acteur k 3 ul/mn, puis 
10 lavage k l'6thanol (100 ]il k 3 ul/mn) ; 

Reticulation 3 heures k 110 °C. 

3. Hydrolyse 

HC1 0,2 N. Remplissage du rSacteur k 3 ul/mn. 
Reaction sous flux de HCl pendant 3 heures k 
temperature ambiante. Vidange, puis lavage d l'eau 
dSsionisSe (100 pi a 3 ul/mn) . 

S^chage 30 minutes k 110°C. 

4. Oxydation 

NaI0 4 6,6 ]xg ; 
Eau d6sionis£e 3 ml. 

Reaction sous flux desdits rSactifs (100 jil k 
3 uD pendant 1 heure k temperature ambiante. Vidange 
et sSchage sous flux d' azote. 
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5. Immobilisation de 1' enzyme 

La solution contenant 1' enzyme & immobiliser 
est introduite dans le microrSacteur d un d§bit fixS, 
5 Une fois le microrfiacteur rempli, ses extr€mitSs sont 
bouchfies avec du parafilm. La reaction d' immobilisation 
est alors effective en statique. 

En utilisant ce schSma r^actionnel et le 
10 protocole associ§, de la trypsine biotinylge (trypsine 
biotinylSe, type XI-B de SIGMA ALDRICH® se prgsentant 
sous la forme d'une solution de trypsine 2,5 mg/ml, 
Na a HP0 4 a 0,1 M, NaCNBH 3 0, 05 M) , a St6 immobilisfie sur 
la surface interne du microrSacteur prSsentant des 
15 colonnes de 10 urn de diamStre, espacSes de 5 vim, et de 
hauteur 6gale a 50 ]im, puis r6vS16e avec une solution 
de streptavidine Cy 3 , 

Le couple biotine/streptavidine-Cy 3 est 
x6v616 par fluorescence a 570 nm. 
20 L' observation au microscope k 

Spi- fluorescence permet de visualiser la presence de 
trypsine sur toute la surface des microcolonnes et sur 
1' ensemble du rSacteur trypsique. 

25 Exemple 4 

Dans cet exemple, on realise une digestion de 
BSA dans le microrSacteur pourvu d'une enzyme 
immobilise, selon 1' invention, prSpar^e dans 1' exemple 
30 3. 
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Par 1'intermSdiaire d'un pousse-seringue, le 
reservoir d' entree du microreacteur est rerapli d'une 
solution de « Bovin Serum Albumine (BSA) » a 2 rag/ml 
avec 0,05 % de NaN 3 a un d6bit moyen de l'ordre de 
5 5 ul/mn. Le temps de s6jour, dans le microreacteur, de 
la proline a digerer est de l'ordre de 5 minutes. Au 
bout de quelques minutes, le volume infuse" a travers le 
microreacteur est suffisamment important pour permettre 
une analyse correcte au spectromStre de masse type 
10 MALDXJTOF. Le spectre obtenu montre des segments 
peptidiques issu de la digestion de la BSA. 
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REVENDICATIONS 



1. MicrorSacteur comprenant un canal d' entree 
ou d # alimentation, une zone d' entree (1) ou 

5 d' alimentation par un courant de fluide, une zone 
active comprenant des moyens lui conf grant un rapport 
surface sur volume Sieve, une zone de sortie (3) et un 
canal de sortie ou d' evacuation, lesdites zones et 
canaux se trouvant en communication fluidique, 

10 caracterise en ce que la zone active est une zone de 
reaction (2) comportant au moins un compose susceptible 
de produire une reaction biologique ou biochimique avec 
au moins un const ituant dudit courant de fluide, ledit 
compose etant fixe sur les surfaces de ladite zone de 

15 reaction (2) . 

2. Microrfiacteur selon la revendication 1, 
dans lequel : 

- ladite zone d' entree (1) cotnprend des 
moyens pour communiquer audit courant de 

20 fluide une vitesse d'ecoulement constants, 

pour rSpartir de maniSre homog&ne le 
courant de fluide sur toute la section de 
ladite zone de reaction (2) et pour 
augmenter le rapport surface/volume au fur 

25 et k mesure de la progression du courant de 

fluide vers la zone active qui est une zone 
de reaction (2) ; 

- ledit au moins un compose susceptible de 
produire une reaction biologique ou 

30 biochimique avec au moins un constituant 

dudit courant de fluide est fixe sur les 
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surfaces desdites zones d' entree (1), zone 
active qui est une. zone de reaction (2), et 
zone de sortie (3) ; 
- ladite zone de sortie (3) comprend des 
5 moyens pour rassembler le courant de fluide 

issu de la zone active qui est une zone de 
reaction (2) comprenant les produits issus 
de ladite reaction biologique ou 
biochdmique, et pour rfiduire le rapport 
10 surface sur volume au fur et & mesure de la 

progression du courant de fluide depuis la 
zone active qui est une zone de reaction 
(2) vers ledit canal de sortie et pour 
£vacuer ledit courant de fluide. 
15 3. MicrorSacteur selon l'une quelconque des 

revendications pr§c£dentes, dans lequel la plus grande 
dimension dudit micror^acteur est de 10 mm a 30 mm. 

4 , MicrorSacteur selon 1 ' une quelconque des 
revendications prScSdentes, dans lequel ledit compost 
20 susceptible de produire une reaction biochimique ou 
biologique est une enzyme et ledit constituant dudit 
courant de fluide est un substrat dudit enzyme. 

5. Micror6acteur selon la revendication 4, 
dans lequel ladite enzyme est choisie dans la classe 

25 des oxydor§ductases, la classe des transferases, la " 
classe des hydrolases, la classe des lyases, la classe 
des isomSrases, ou la classe des ligases ou 
synthetases. 

6. Microrfiacteur selon la revendication 4 ou 
30 la revendication 5, dans lequel 1' enzyme est une enzyme 

k activit§ lytique, telle qu'une protease, une 
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nuclease, une lipase, une glycolase, une kinase, etc. ; 
une enzyme presentant une activity de modification ou 
d' action sur des acides nucieiques, telle que l'ADN ou 
l'ARN polymerase, la primase, l'ADN ligase, vine 
5 nuclease, une transcriptase reverse, une kinase, une 
phosphatase, une phosphorylase, une endonuciease de 
restriction, une topo-isom€rase, et une transferase. 

7. MicrorSacteur selon la revendication 6, 
dans lequel la protease est choisie parmi les 

10 endopeptidases telles que la pepsine, la trypsine, la 
chymotrypsine, les cathepsines A, B et C ; et les 
exopeptidases telles que les carbopeptidases, les 
aminopeptidaees, et les dipeptidases . 

8. MicrorSacteur selon la revendication 4, 
15 dans lequel 1' enzyme est la trypsine et le substrat de 

celle-ci un peptide ou une proteine. 

9. Microriacteur selon l'une quelconque des 
revendications pr^cSdentes, dans lequel le compost 
susceptible de produire une reaction biologique ou 

20 biochimique est fixe auxdites surfaces par couplage par 
covalence ou par des interactions mettant en jeu des 
ligands. 

10. Micror§acteur selon l'une quelconque des 
revendications prgcSdentes, present ant une forme 

25 sensiblement allongge et forme sur un substrat 
sensiblement plan, sur lequel sont definies lesdites 
trois zones (1, 2, 3), le courant de fluide s'ecoulant 
sensiblement selon l'axe longitudinal dudit reacteur. 

11. Microreacteur selon la revendication 10, 
30 dans lequel les moyens de la zone de reaction (2) lui 

conferant un rapport surface sur volume eieve sbnt 
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constitute par des plots (45) comportant une base sur 
ledit support, relive k un sommet par une parol 
sensiblement perpendiculaire au plan dudit substrat, 
lesdits plots (45) <§tant r§guli&rement espacSs selon un 
5 rSseau bidimensionnel et dSfinissant entre les parois 
des canaux (46 , 48) relics entre eux et sensiblement 
parallSles & l'axe longitudinal du microrSacteur et axe 
d' Seoul ement. 

12. MicrorSacteur selon la revendication 11, 
10 dans lequel la base et le sommet desdits plots (45) ont 

une forme choisie parmi les ellipses, disques, et 
polygones de preference reguliers, tels que losanges, 
carrSs, ou hexagones. 

13. MicrorSacteur selon l'une quelconque des 
15 revendications 10 £ 12, dans lequel les plots (45) ont 

une base et un sommet en forme d'hexagone r£gulier. 

14. MicrorSacteur selon l'une quelconque des 
revendications 10 & 12, dans lequel les plots (45) ont 
une base en forme de carrS. 

20 15. Microrfiacteur selon l'une quelconque des 

revendications 10 k 14, dans lequel la base et le 
sommet desdits plots (45), de preference, en forme de 
carrSs ou d' hexagones reguliers peuvent §tre inscrits 
dans des cercles d'un rayon (A) de 1 a 20 urn, de 

25 preference de 2 a 10 ]im, par exemple de 5 um. 

16. Microrgacteur selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 15, dans lequel lesdits plots (45) 
sont disposes en rangSes (42, 43, 44) dont l'axe est 
sensiblement perpendiculaire k l'axe longitudinal du 

30 microrSacteur ou axe d' ecoulement, les plots (45) 
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appartenant & deux rang§es (43, 44) successives Stant 
disposes en quinconce. 

17. Micror6acteur selon la revendication 16, 
dans lequel 1 ' espacement (C) entre les axes de deux 

5 rangges (43, 44) successives est de 10 & 30 ]xxa, par 
exemple 12 jim et 1 ' espacement (B) entre les centres des 
bases de deux plots (45) dans une meme rangge (44) est 
de 10 & 30 pm, par exemple 14 vinu 

18, MicrorSacteur selon la revendication 10, 
10 dans lequel les moyens de la zone d' entree (1) pour 

communiquer au courant de fluide une vitesse 
d'€coulement constante pour rSpartir de manidre 
homogSne le courant de fluide sur toute la section de 
la zone de reaction (2) et pour augment er le rapport 

15 surface sur volume au fur et & mesure de la progression 
du courant de fluide vers la zone de reaction (2), sont 
constituSs par des d§flecteurs comportant une base sur 
le support reli6e & un soramet par vine paroi 
sensiblement perpendiculaire au plan dudit substrat, ' 

20 lesdits dSflecteurs divisant le canal d' entree en C 
canaux, cette division Stant r£p6t£e n fois, de sorte 
que le nombre de canaux & 1' entree de la zone de 
reaction (2) est ggal a C n , n et C £tant des norabres 
entiers, et la section totale des canaux & chaque 

25 division 6tant constante et 6gale k la section du canal 
d' entrSe. 

19* MicrorSacteur selon la revendication 18, 
dans lequel C = 2 ou 3 et n un entier de 2 & 10. 

20. MicrorSacteur selon la revendication 10, 
30 dans lequel les moyens de la zone de sortie (3) pour 
rassembler le courant de fluide issu de la zone de 
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reaction (2) et pour rSduire le rapport surface sur 
volume au fur et Sl mesure de la progression du courant 
de fluide depuis la zone de reaction (2) vers ledit 
canal de sortie, lesdits moyens fitant identiques aux 
5 moyens pr£vus dans la zone d' entree, sont const itu€s 
par des dSflecteurs comportant une base sur le support 
relive k un sommet par une parol ' sensiblement 
perpendiculaire au plan dudit substrat, lesdits 
dSflecteurs rassemblant les canaux de la zone de 
10 reaction (2) en divisant leur nombre par S, cette 
division 6tant ripgtSe m fois, pour former un seul 
canal ou canal de sortie. 

21. Micror£acteur selon l'une quelconque des 
revendications 1 Sl 20, comprenant, en outre, un 

15 couvercle ou capot recouvrant lesdites zones et lesdits 
canaux, pourvu gventuellement d' orifices d'entrSe et/ou 
de sortie. 

22. Ensemble de micror€acteurs selon l'une 
quelconque des revendications prficSdentes formgs sur un 

20 substrat et comprenant de 2 a 50 microrfiacteurs . 

23. Ensemble de microrSacteurs selon la 
revendication 22 et la revendication 11, dans lequel 
lesdits microrSacteurs different les une des autres par 
la forme des plots (45) et/ou la taille des plots (45) 

25 et/ou leur repartition et/ou la longueur du 
micror£acteur . 

24. Systdme formfi sur un substrat et 
comprenant au moins un microrfiacteur selon l'une 
quelconque des revendications 1 k 21, un reservoir 

30 d' alimentation en fluide, relifi audit canal d' entree ou 
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d' alimentation, et un reservoir de sortie de fluide 
reli£ audit canal de sortie. 

25. SystSme selon la revendication 24 , dans 
lequel le reservoir d 1 alimentation en fluide est prSvu 

5 sur le substrat sur lequel est form6 le microrSacteur, 
par exemple gravS dans le substrat et le canal d'entrge 
est figalement pr€vu sur le substrat, par exemple gravS 
dans le substrat. 

26. SystSme selon la revendication 24, dans 
10 lequel le reservoir d f alimentation en fluide est placS 

& l'extfirieur du substrat sur lequel est formS le 
microrSacteur et le canal d ! entree se prfisente sous la 
forme d'un tube capillaire. 

27. Proc§d6 de preparation d'un microrSacteur 
15 selon l'une quelconque des revendications 1 a 21, ledit 

procSdS comprenant les §tapes successives suivantes : 

- gravure des trois zones (1, 2, 3) du 
microrSacteur et, fiventuellement , des 
canaux d' entree et de sortie, dans un 

20 substrat sensiblement plan ; 

- capotage, fermeture du microrfiacteur par un 
capot ou couvercle ; 

- fixation d'un compost susceptible de 
produire un rSacteur biologique ou chimique 

25 sur les surfaces de la zone de reaction et 

gventuellement sur les autres surfaces du 
microrgacteur. 

28. ProcSdS selon la revendication 27, dans 
lequel la gravure est r§alisSe par proc€d§ de gravure 

30 sSche isotrope ou anisotrope. 
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29. ProcgdS selon l'une quelconque des 
revendications 27 a 28, dans lequel le substrat est en 
un mat€riau . choisi parmi la silice, le silicium, le 
sllicium oxydS, les polym&res, matidres plastiques et 

5 rSsines, tels que les silicones, r^sines fipoxy et les 
SlastomSres. 

30. ProcSdS selon l'une guelconque des 
revendications 27 k 29, dans lequel ladite fixation est 
r§alis6e par un couplage par covalence ou par des 

10 interactions mettant en jeu des ligands. 

31. Proc6d£ selon la revendication 27, dans 
lequel le substrat est en silice ou en silicium oxydS 
et le composS a fixer est une enzyme, et la fixation 
est rSalisSe par la suite d' Stapes suivantes : 

15 - rShydratation en milieu basique pour 

obtenir des sites silanols / 

- silanisation du substrat avec un silane 
6poxyd€ rgactif, tel que le 
5 , 6 -SpoxyhexyltriSthoxysilane ; 

20 - hydrolyse de 1'gpoxyde pour donner un 

diol ; 

- oxydation du diol en aldShyde ; 

- immobilisation de 1' enzyme, telle que la 
trypsine par reaction des fonctions amines 

25 4© la lysine avec les aldehydes ; 

- gventuellement, reaction des liaisons 
imines ainsi formSes avec un rSducteur. 

32. ProcSd£ pour rSaliser une reaction 
biochimique ou biologique dans lequel on fait circuler 
30 un courant de fluide dans un microrSacteur selon l'une 
quelconque des revendications 14 21, afin que au moins 
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un const ituant dudit courant de fluide reagisse avec le 
compose susceptible de produire vine reaction biologique 
ou biochimique, et on recueille a la sortie du 
microreacteur un courant de fluide comprenant le(les) 
5 produit(s). de ladite reaction. 

33. Proc€d6 selon la revendication 32, dans 
lequel ladite reaction est une reaction de type enzyme 
substrat, ledit compost susceptible de produire une 
reaction biologique ou biochimique est une enzyme, 

10 ledit constituant du courant de fluide est un substrat 
de 1' enzyme, et les produits de la reaction sont les 
produits issus de la reaction dudit enzyme avec ledit 
substrat . 

34. Procede selon la revendication 32, dans 
15 lequel ladite reaction est une reaction de digestion 

enzymatique par une protease, ledit compose susceptible 
de produire une reaction biologique ou biochimique est 
une protease et lesdits constituants du courant de 
fluide sont des peptides ou des proteines et les 
20 produits de la reaction sont des segments peptidiques. 

35. ProcSde selon la revendication 34, dans 
lequel 1' enzyme est la trypsine. 
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